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摘要 : 植物 原生 质 体 是 去 除了 细胞 壁 的 裸露 细胞 ， 其 具有 细胞 全 能 性 ， 现 在 广泛 应 用 于 植物 
分 子 细胞 生物 学 的 研究 中 , 可 以 大 大 缩减 实验 周期 , 并 有 助 于 得 到 体内 实验 的 实时 检测 数据 。 
该 文 除 了 介绍 植物 原生 质 体 的 提取 和 纯化 方法 外 , 还 对 国内 外 利用 各 种 植物 的 原生 质 体 进行 
细胞 瞬时 转化 、 亚 细胞 定位 、 细 胞 融合 和 大 分 子 复合 物 相互 作用 等 试验 进行 了 总 结 和 讨论 。 
植物 原生 质 体 还 可 用 于 基因 表达 模式 的 实时 监测 , 并 作为 生物 反应 器 的 受 体 细胞 进行 代谢 物 
的 体外 生产 。 此 外 ， 当 前 该 技术 所 面临 的 瓶颈 也 进行 了 分 析 ， 为 植物 原生 质 体 在 分 子 细胞 生 
物 学 领域 的 应 用 提供 帮助 ， 为 技术 的 优化 和 推广 提供 参考 。 
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Abstract: Plant protoplasts are naked cells without the cell walls. They have been extensively 
applied in the researches of plant molecular and cell biology for their totipotency, which could 
greatly shorten the experimental periods and help to get massive effective and real-time 
experimental data in vivo. In this article, in addition to introduce the purification of plant 
protoplasts, we mainly summarized the application of plant protoplasts in the respects of transient 
transformation, subcellular localization, cell fusion and macromolecular complex interaction. 


Plant protoplasts could also be used to survey the expression pattern of gene in real-time., as well 
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as the target cells for the production of metabolites in bioreactors. Furthermore, we have compared 
the advantages and disadvantages of plant protoplasts in the current research, which would 
provide new insights into the researches on plant molecular and cell biology. We have also 
analyzed the difficulties in the application of plant protoplasts, which would provide the reference 
for the optimization and promotion of this technology. 

Key words: plant protoplasts, transient transformation, subcellular localization, cell fusion, 


real-time detection 


植物 原生 质 体 是 指 通过 酶 解 或 者 机 械 的 方式 去 除 植物 细胞 壁 所 获得 的 细胞 .植物 原生 质 

体 具 有 全 能 性 ， 有 再 分 化 、 重 新 进入 细胞 周期 、 进 行 有 丝 分 裂 甚至 分 化 为 组 织 或 器 官 的 潜能 

(Eeckhaut et al., 2013)。 植 物 原生 质 体 的 结构 和 生理 特性 在 某 种 程度 上 与 动物 细胞 的 结构 比 

较 类 似 , 经 过 外 源 添加 物 处 理 和 外 源 基因 转化 后 的 植物 原生 质 体能 迅速 进行 反应 、 代 谢 和 反 

馈 , 缩短 了 实验 的 周期 ， 并 能 帮助 获得 有 效 的 体内 实验 数据 ， 因 此 目前 被 广泛 应 用 于 植物 分 

S 子 和 细胞 生物 学 的 研究 中 。 不 同 的 植物 来 源 ， 原 生 质 体 的 提取 、 纯 化 和 包装 步骤 大 致 相同 ， 

N 转化 效率 有 所 差别 ， 本 文 将 不 同 植物 原生 质 体 提取 、 纯 化 和 活性 检测 的 方法 进行 了 概括 。 并 

重点 论述 了 近 几 年 植物 原生 质 体 在 分 子 细胞 生物 学 中 的 应 用 , 为 利用 植物 原生 质 体 进行 研究 
> 和 育种 提供 了 参考 。 


1 植物 原生 质 体 的 提取 、 纯 化 和 包装 


da 植物 原生 质 体 的 来 源 、 数量 和 质量 将 很 大 程度 上 影响 后 续 实验 的 成 功 与 失败 。 现 在 普遍 
je», 利用 酶 解法 提取 植物 原生 质 体 ， 常 用 的 酶 为 日 本 Yakut 公司 的 纤维 素 酶 和 离 析 酶 。 若 酶 浓 
d 度 低 ， 酶 解 时 间 短 ， 则 原生 质 体 数 量 不 够 ， 若 酶 浓度 和 酶 解 时 间 延 长 ， 则 原生 质 体 受到 酶 的 
= 毒害 作用 易 破 裂 ， 致 使 具有 活力 的 原生 质 体 数 量 减少 。 利 用 芒 浮 培养 细胞 来 提取 原生 质 体 ， 
可 短 时 间 酶 解 得 到 大 量具 有 活力 的 原生 质 体 (Raimundo et al., 2018). 
C 原生 质 体 的 纯化 方法 可 分 为 漂浮 法 和 沉淀 法 ， 其 中 常用 的 为 漂浮 法 ， 利 用 15960-25968) 
WEBS. Percoll 或 Ficoll 即 可 实现 (Gupta & Durzan, 1986; Pindel, 2007; Fesenko et al., 2015). 
而 沉淀 法 获得 的 植物 原生 质 体 虽 然 数量 较 多 , 但 是 质量 较 差 , 很 大 程度 上 影响 后 续 实验 结果 
的 准确 度 。 
植物 原生 质 体 的 数量 和 密度 检测 一 般 通 过 在 显微镜 下 用 血球 计数 板 进行 计数 ， 密 度 为 1 
x105~1 x 10" 个 原生 质 体 /mL 较 适 宜 。 而 质量 检测 一 般 通 过 二 乙酸 荧光 素 染色 法 (Fluorescein 
diacetate, FDA) 进行 鉴定 ，FDA 可 自由 透 过 活 细 胞 的 细胞 膜 并 对 细胞 进行 示 踪 ， 最 大 激发 
波长 和 发 射 波长 分 别 为 490 nm 和 526 nm, 在 荧光 显微镜 下 可 观察 到 活 细胞 中 呈现 绿色 效 光 
(Huang et al., 2013; Wang et al., 2015; Li et al., 2018)。 除 此 之 外 ， 原 生 质 体 的 数量 和 质量 控 
央 还 可 以 通过 流 式 细胞 术 进 行 检测 。 流 式 细胞 术 广 泛 应 用 于 植物 细胞 DNA 含量 和 倍 性 分 析 、 
核 型 分 析 和 辅助 育种 等 (Zhai et aL, 2018), 植物 原生 质 体 是 进行 流 式 细胞 术 检 测 的 优选 试验 
材料 , 在 原生 质 体 细胞 中 转化 进入 带 有 荧光 标记 的 特异 目的 和 蛋白 ,利用 流 式 细 胞 术 进 行 分 选 ， 
后 续 可 对 其 进行 代谢 谱 或 表达 谱 分 析 等 (Birnbaum et al., 2005; Petersson et al., 2015). 
由 于 原生 质 体 失去 了 细胞 壁 , 在 后 续 实 验 操作 中 非常 容易 发 生 破 裂 和 凝聚 , 因此 一 些 研 
究 学 者 通过 各 种 有 效 的 方法 使 原生 质 体 固定 包装 ， 如 : 硅胶 /省 酸 盐 、 琼 脂 糖 、 结 冷 胶 等 ， 
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形成 统一 均 质 的 注 层 ， 从 而 利于 实验 操作 和 显微镜 观察 Lei et al., 2015). 

木 本 植物 由 于 其 生长 周期 长 , 在 植物 研究 中 往往 处 于 务 势 ， 为 了 缩短 实验 周期 , 保存 优 
质 种 质 资源 , 大 量具 有 经 济 价值 和 研究 价值 的 木 本 植物 则 通过 快速 繁殖 手段 获得 无 菌 苗 ， 以 
无 菌 苗 作为 外 植 体 分 离 纯 化 原生 质 体 进行 试验 ,不失为 一 种 研究 策略 ， 并 已 经 在 花椒 《Li et 
al, 2018)、 梯 柑 (Zhou et al., 2018)、 苹 果 (Fu et al., 2019), WFE (Nan et al., 2018) 等 乔 
木 和 灌木 中 进行 了 研究 报道 。 而 活体 取样 时 ， 尽 量 选取 幼 嫩 的 叶片 、 根 尖 等 组 织 部 位 ， 以 便 
充分 酶 解 ， 保 证 原生 质 体 的 数量 和 质量 以 进行 后 续 试验 。 

经 过 纯化 的 植物 原生 质 体 在 数量 和 质量 上 均 达 到 要 求 后 ,可 进行 下 一 步 实验 应 用 。 一 般 
大 约 107 原生质 体 足 以 进行 报告 酶 的 活性 检测 ; 大约 1077? 原生 质 体 可 用 于 蛋白 标记 、 免 疫 
共 沉 淀 或 Western 印迹 实验 ; 大约 109 原生 质 体 可 用 于 微观 检测 实验 (Xing et al., 2017). 


2 植物 原生 质 体 在 分 子 细胞 生物 学 中 的 应 用 


2.1 亚 细 胞 定位 检测 

v 目前 经 过 纯化 的 原生 质 体 最 广泛 应 用 于 植物 亚 细 胞 定位 的 检测 中 , 常用 的 原生 质 体 来 源 
N 于 烟草 、 拟 南 芥 等 ， 由 于 原生 质 体 细胞 圆滑 完整 ， 在 显微镜 下 对 于 细胞 结构 观察 非常 清楚 ， 
并 且 排 除了 活体 观察 时 细胞 间 以 及 组 织 部 位 其 他 结构 的 背景 干扰 ,结果 分 析 具 有 说 服 力 。 在 
植物 基因 功能 验证 时 , 基本 的 蛋白 定位 即 采用 模式 植物 的 原生 质 体 进行 亚 细 胞 定位 (Sui et al., 
20195, 并 且 在 许多 生物 学 背景 不 清楚 、 遗 传 转化 体系 不 稳定 或 者 效率 不 高 的 非 模 式 植物 中 ， 
也 广泛 进行 原生 质 体 的 分 离 、 纯 化 和 转化 ， 如 Li etal. (2018) 在 蝴蝶 兰 杂 交 种 CPhalaenopsis 
hybrid cultivar *Ruili Beauty”) 的 叶肉 原生 质 体 中 由 PEG4000 介 导 瞬时 转化 绿色 荧光 蛋白 基 
= 因 (GFP)， 转 化 效率 达到 41.796. Huang et al. (2013) 在 黄瓜 原生 质 体 中 瞬时 表达 pUC-GFP 
n 质粒 ， 可 以 在 显微镜 下 明显 观察 到 胞 液 、 叶 绿 体 和 质 膜 上 有 绿色 荧光 ， 转 化 效率 达到 57%。 
Fu et al. (2018) 在 玉米 原生 质 体 中 ,利用 eGFP 融合 转录 因子 ZmWRKY79 和 蛋白， 对 目的 蛋白 
进行 亚 细 胞 定位 ,直观 影像 确定 其 位 于 细胞 核 中 。Wang et al. (2015) 分 离 获 得 葡萄 原生 质 体 ， 
并 利用 GFP 融合 黄酮 类 生物 合成 途径 中 的 查 尔 酮 合成 酶 (VvCHS )、 查 尔 酮 异 构 酶 (VvCHI)、 
黄酮 醇 3-O- 葡 萄 糖苷 转移 酶 CVvVUFGTO 和 花 青 素 还 原 酶 CVvANRO 蛋白 ， 将 它们 的 亚 细 
胞 定位 在 细胞 质 和 细胞 核 中 ， 瞬 时 转化 效率 达到 60.1%。Sun et al. (2018) 在 芥 蓝 〈Brassica 
oleracae var. alboglabra) 中 分 离 、 纯 化 和 转化 叶肉 细胞 的 原生 质 体 ， 外 源 基 因 的 转化 效率 可 
达到 约 30%。 
2.2 细胞 融合 培育 新 品种 

植物 原生 质 体 往 往 是 原生 质 体 融 合 培育 新 品种 , 制造 “< 人 工种 子 ” 的 优良 原始 材料 ， 并 
原生 质 体 融 合 技术 可 以 完全 或 者 部 分 解决 自然 界 种 属 间 有 性 繁殖 不 亲 和 的 现象 .原生 质 体 融 
合 技术 在 柑橘 的 性 状 改良 方面 有 着 巨大 潜力 ， 通 过 将 伏 令 夏 橙 〈Citrws sinensis). 愈 伤 原生 质 
体 与 叶肉 细胞 原生 质 体 进行 融合 ， 获 得 了 稳定 的 二 倍 体 “cybrids”， 胚 性 愈 伤 原生 质 体 中 的 线 
粒 体 DNA 刺激 了 叶肉 原生 质 体 细胞 的 分 化 和 再 生 (Cai et al., 20172. Dutt et al. (2018) At 
橘 巧 浮 培 养 细胞 中 提取 原生 质 体 作为 初始 材料 , 并 将 构建 在 胚 中 特异 性 表达 花 青 素 的 基因 载 
体 〈Dc3 启动 子 : VvMybAIO 转化 到 柑橘 原生 质 体 中 ， 在 体 细胞 豚 的 发 育 过 程 中 可 以 直接 通 
过 肉眼 观察 到 “紫色 胚 ” 来 进行 初步 阳性 筛选 .Yu et al. (2014) 将 水 稻 的 育 性 恢复 基因 RAS 转化 
到 细胞 质 雄 性 不 育 CHL-CMSO. 红 莲 型 水 稻 的 原生 质 体 中 ,在 转化 后 的 原生 质 体 中 检测 到 细 
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Wa HETEAS E ERES ORFH79 的 水 平 显著 降低 。Li et al. (2014) 将 小 麦 和 中 间 优 麦草 
(Thinopyrum intermedium) B] JEi^E i szgldt 4r tr. REAA RRE, mifi ds 7JHE 
盛 并 自 花 授粉 可 育 的 后 代 。 原 生 质 体 培育 新 品种 可 以 打破 物种 的 限制 ， 但 是 培育 周期 较 长 。 
2.3 胞 内 生化 反应 的 实时 监测 

蛋白酶 在 催化 底 物 发 生 细胞 内 生物 化 学 反应 时 ， 植 物 原 生 质 体 是 非常 合适 的 实验 材料 ， 
合理 选取 一 些 能 发 欧 光 的 底 物 , 即 能 在 显微镜 下 实时 观察 反应 的 进程 。 Rottmann et al. (2018) 
在 研究 拟 南 芥 莽 糖 转运 蛋白 时 ， 利 用 灭 光 上 莽 糖 类 似 物 Esculin 作为 底 物 ， 将 表达 其 糖 转运 蛋 
白 的 A1SUC 基因 转化 到 拟 南 芥 原 生 质 体 中 ， 再 通过 调整 激光 共聚 焦 显 微 镜 的 不 同 激发 光波 
Bt, 可 以 实时 观察 到 绿色 荧光 和 蛋白、 红色 叶绿体 自发 亦 光 和 转运 到 胞 内 的 湖 蓝 色 殉 光 Esculin 
分 子 。Wang et al. (2019) 在 水 稻 中 研究 氨基 酸 转 移 酶 OsAAPS 的 功能 时 ， 从 野生 型 、 该 基因 
超 表 达 及 RNA 株 系 中 分 离 原生 质 体 , MAAMERKKI FITC) 标记 的 碱 性 氨基 酸 (Lys 
与 Arg) 及 部 分 中 性 氨基 酸 (Ala 与 VaD 进行 底 物 吸收 实验 ， 结 果 发 现在 超 表 达 株 系 原生 
质 体 中 荧光 信号 显著 强 于 野生 型 ， 干 扰 株 系 原生 质 体 中 荧光 信号 则 弱 于 野生 型 ， 表 明 
OsAAPS 在 水 稳 中 具有 转运 碱 性 氨基 酸 及 部 分 中 性 氨基 酸 的 功能 , 此 研究 将 有 助 于 提高 水 稻 
的 产量 和 品质 。Bienertia sinuspersici 是 一 种 进行 C4 光合 作用 的 陆 生 植 物 ， 有 两 种 不 同类 型 
的 亚 细 胞 叶绿体 。 为 了 揭示 细胞 内 两 种 叶绿体 的 分 化 机 制 ，Wimmer et al. (2017) 将 光合 作用 
细胞 中 相关 和 蛋白 (丙酮 酸 磷酸 双 激 酶 ，PPDK; 磷酸 丙 糖 异 构 酶 ，TPI 和 腺 苷 酸 激酶 ，AK) 
的 转 导 肽 进行 突变 ， 再 瞬时 转化 到 B. sinuspersici 原生 质 体 中 进行 亚 细 胞 定位 和 含量 检测 ， 
p—s ZR EHI EAE F EER LE UE SR EAE PITE IAE AS TIAE GET] TH mRNA 
对 于 蛋白 的 分 选 过 程 作用 并 不 是 很 关键 。 
2.4 基因 表达 模式 的 实时 监测 

由 于 植物 原生 质 体 内 分 子 水 平 的 基因 表达 变化 迅速 , 因此 可 以 利用 原生 质 体 瞬时 转化 来 
鉴定 不 同 基 因 在 不 同 内 因 和 外 因 条 件 下 表达 模式 的 变化 水 平 , 为 植物 稳定 转化 实验 提供 辅助 
证 据 。Patra et al. (2018) 从 长 春花 《Catharanthus roseus). 叶肉 细胞 中 提取 其 原生 质 体 ， 利 用 
E 激 的 方法 分 别 瞬时 转化 了 众多 参与 来 莉 酸 代谢 和 长 春 碱 代 谢 相 关 的 转录 因子 ， 通 过 
qRT-PCR 检测 受 各 转录 因子 调控 的 相关 基因 的 表达 模式 的 变化 。Zhang et al. (2011) 利 用 水 稻 
原生 质 体 研 究 植物 光学 相关 的 细胞 生物 学 过 程 , 在 水 稻 绿 色 组 织 来 源 的 原生 质 体 中 超 表达 光 
相关 的 转录 因子 OsGLK1, 并 进行 光照 和 诱导 剂 达 草 伏 (Norflurazon, NF) 处 理 。 通 过 qRT-PCR 
检测 发 现 , 与 光合 作用 相关 的 基因 (OsLhcb1, OsLhcp, GADPH 和 RbcS) 的 表达 量 在 OsSGLK1 
超 表达 的 原生 质 体 中 上 调 了 30-168 倍 ， 而 在 NF 处 理 的 原生 质 体 中 相应 基因 的 表达 量 则 降 
氏 了 3096-7596. Ondřej et al. (2010) 利 用 黄瓜 的 原生 质 体 细胞 进行 抗 氧化 胁迫 研究 ， 结 果 表 
明 用 抗坏血酸 处 理 的 黄瓜 原生 质 体 细胞 ， 不 仅 降 低 了 氧化 胁迫 的 水 平 ， 还 通过 qRT-PCR 检 
测 发 现 提 高 了 抗坏血酸 过 氧化 物 酶 和 过 氧化 氨 酶 的 表达 水 平 。 而 在 细胞 结构 观察 时 发 现 , 相 
比较 未 处 理 的 原生 质 体 细胞 ， 染 色 质 的 压缩 更 加 紧密 ， 因 此 ， 细 胞 的 抗 氧 化 机 理 还 与 细胞 增 
HAR. 
2.5 和 蛋白质 /蛋白 质 或 蛋白 质 /DNA 互 作 实验 

由 于 植物 原生 质 体 在 瞬时 转化 过 程 中 耗 时 短 , 结果 准确 性 较 高 , 可 广泛 用 于 植物 蛋白 质 
与 蛋白 质 ， 以 及 蛋白质 与 DNA 之 间 的 互 作 实验 ， 并 且 可 完成 高 通 量 快速 检测 。Song et al. 
(2017) 以 非洲 菊 原 生 质 体 为 实验 材料 ， 建 立 了 高 效 的 瞬时 转化 体系 ， 并 且 利用 双 分 子 荧光 互 
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补 系统 〈BiFC) 验证 非洲 菊 原 生 质 体 可 直接 用 于 蛋白 间 的 相互 作用 实验 。Zhao et al. (2018) 
通过 建立 DNase-seq 文库 , 获得 大 量 玉米 的 DNaseI 超 敏 位 点 (DHSs), 为 了 验证 这 些 DHSs 
是 否 为 基因 的 启动 子 或 者 增强 子 ， 并 且 是 否 受到 转 座 子 〈Transposable elements, TEs) 的 影 
响 和 调控 ， 设 计 了 原生 质 体 瞬时 转化 分 析 ， 并 快速 准确 验证 了 生物 信息 学 分 析 的 结果 。 染 色 
质 免 疫 共 沉 演技 术 (ChIP)〉 是 目前 广泛 应 用 于 和 蛋白质 和 DNA 互 作 检测 的 实验 手段 ， 而 仅仅 
需要 大 约 5 000 个 拟 南 芥 原 生 质 体 即 可 在 细胞 内 钓 出 与 碱 性 亮 氮 酸 拉链 蛋白 1 (bZIP1) 有 相 
互 作用 的 DNA 片段 ， 该 技术 被 称 为 micro-ChIP CuChIP) (Para et al., 2018 )。 除 此 之 外 ， 原 
生 质 体 还 可 用 于 研究 mRNA 结合 蛋白 复合 体 中 的 mRNA RARA (Zhang et al., 2016). 
Patra et al. (2018) 在 烟草 原生 质 体 中 将 各 个 参与 末 莉 酸 代 谢 和 长 春 碱 代谢 相关 的 转录 因子 与 
合成 途径 中 结构 基因 的 启动 子 分 别 进行 共 转 ， 通 过 报告 基因 莹 火 虫 痰 光 素 酶 和 GUS 的 活性 

来 确认 二 者 之 间 的 互 作 关系 ， 该 技术 称 为 基于 烟草 原生 质 体 的 双 杂 交 分 析 。 
2.6 作为 生物 反应 器 的 受 体 细胞 
由 于 原生 质 体 的 生长 和 分 化 可 以 从 单个 细胞 水 平 到 细胞 团 ， 进 而 分 化 为 组 织 甚至 个 体 。 
> 在 细胞 生长 分 化 的 过 程 中 , 可 以 通过 添加 不 同 的 化 合 物 , 研究 其 对 植物 细胞 生长 和 分 化 的 影 
响 。 甚 至 可 以 以 原生 质 体 细胞 为 实验 材料 ， 对 初始 添加 物 进行 同位 素 标记 ， 从 而 追踪 其 在 
胞 内 的 代谢 通路 。 这 种 以 原生 质 体 细胞 为 生物 反应 器 ， 从 而 获得 重组 蛋白 的 操作 被 称 为 “分 
TKH” (Molecular farming) (Davey et al., 2005). Sasamoto & Ashihara (20194 P$ Et Joi ^E JMi 
体 细胞 培养 时 ,通过 添加 不 同 浓度 的 葫芦 巴 碱 、 尼 克 酸 和 尼克 酰胺 ， 以 研究 它们 对 原生 质 体 
的 分 化 和 群落 生成 的 影响 。 并 且 该 团队 还 在 白云 杉 细胞 中 添加 “C 标记 的 尼克 酸 和 尼克 酰 
胺 ， 以 研究 喀 啶 核 苷 酸 的 代谢 通路 CAshihara et al, 2005). Aoyagi (2011) 将 长 春花 
(Catharanthus roseus) 的 原生 质 体 细胞 用 富 含 古 罗 糖 醛 酸 的 藻 酸 盐 凝 胶 固 定 起 来 ， 然 后 大 
生产 出 呀 唆 类 生物 碱 , 在 培养 原生 质 体 进行 代谢 物 生 产 时 ,要 添加 抑制 细胞 壁 生长 的 物质 ， 
才能 达到 较 好 的 分 泌 效 果 。 


3 植物 原生 质 体 研究 的 优 缺 点 比较 


植物 原生 质 体 广 泛 应 用 于 分 子 细胞 生物 学 的 研究 中 , 其 中 一 大 优点 是 无 论 从 单子 叶 植 物 
还 是 双子 叶 植物 中 分 离 、 纯 化 和 转化 原生 质 体 的 技术 方法 都 比较 统一 , 减少 了 实验 操作 的 繁 
杂 性 ， 当 然 也 有 更 多 的 文献 报道 对 原生 质 体 的 纯化 和 诱导 分 化 技术 继续 进行 优化 和 简化 。 

近年 来 许多 文献 报道 利用 植物 原生 质 体 作为 实验 材料 获得 大 量 有 效 数 据 ， 试 验 周期 短 
(一 般 转化 2~3 d 即 可 检测 )， 检 测 面 广泛 (细胞 水 平 、 亚 细胞 水 平和 分 子 水 平 )， 而 且 体 内 
实验 结果 准确 。 尤 其 对 于 组 织 培养 比较 困难 、 生 长 周期 比较 长 的 物种 来 说 ， 纯 化 获得 原生 质 
体 可 以 为 实验 的 开展 另辟蹊径 .模式 植 物 拟 南 芥 和 烟草 的 原生 质 体 瞬 时 转化 已 经 成 为 了 蛋白 
亚 细 胞 定位 实验 和 双 获 光 检 测 实验 等 的 常用 材料 ,Martinho et al. (2015) 还 在 拟 南 芥 中 建立 了 
原生 质 体 -miRNA 报告 系统 ， 用 于 快速 实时 检测 植物 细胞 内 miRNA 系统 中 各 个 元 件 以 及 
miRNA 功能 缺失 的 突变 体 的 生物 学 功能 。 除 此 之 外 ， 植 物 原生 质 体 还 可 以 应 用 于 植物 与 微 
生物 、 植 物 与 动物 的 相互 作用 研究 中 。 自然 界 的 许多 微生物 和 动物 寄生 于 植物 体 或 者 以 植物 
体 为 食 ， 从 而 导致 植物 中 一 些 侵 染 性 病虫害 的 发 生 。 以 植物 原生 质 体 为 研究 材料 ， 筛 选 和 鉴 
定 病 原 菌 的 效应 蛋白 ， 从 而 提出 有 效 的 防 病 措施 (Zheng et al., 2019)。Rao et al. (2019) 利 用 
水 稳 原生 质 体 筛选 出 褐飞虱 Cbrown planthopper) 唾液 腺 分 刻 蛋 白质 组 中 能 与 植物 互 作 的 效 
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点 蛋白， 为 防治 水 稻 褐 飞 乱 提 供 了 理论 基础 。 
也 正 因为 植物 原生 质 体 实 验 周期 短 ， 实 验 数据 要 经 过 多 次 重复 才能 有 效 并 且 具 有 说 服 
力 ， 在 瞬时 转化 的 材料 中 ， 植 物 表 型 并 不 能 维持 较 长 时 间 ， 有 些 瞬 时 转化 的 表 型 并 不 明显 ， 
只 能 在 转录 水 平 结合 qRT-PCR 技术 对 基因 的 表达 模式 变化 进行 检测 ， 而 往往 基因 的 表达 最 
终 体现 在 蛋白 水 平 上 ， 转 录 水 平 的 变化 对 最 终 的 表 型 影响 大 小 并 不 一 定 呈 正 相 关 。 
植物 原生 质 体 的 取材 一 般 来 源 于 植物 外 植 体 、 组 培 苗 或 悬浮 培养 细胞 , 对 于 转化 体系 建 
立 较 困难 的 物种 ， 一 般 选 择 植 物 外 植 体 作为 分 离 原 生 质 体 的 来 源 ， 该 操作 对 植物 损伤 较 大 ， 
有 些 原生 质 体 的 取材 来 源 于 某 些 生殖 器 官 中 ， 大 大 限制 了 原生 质 体 的 取材 来 源 。 
虽然 利用 植物 原生 质 体 进行 瞬时 转化 可 以 快速 简便 地 获得 大 量 有 效 的 实验 数据 , 但 是 若 
利用 原生 质 体 进行 稳定 转化 或 细胞 融合 , 获得 新 的 优 展 品种 或 者 杂交 品种 , 将 会 花费 较 长 的 
试验 周期 ， 因 为 从 一 个 细胞 分 化 为 愈 伤 组 织 就 需要 一 段 较 长 的 时 间 ， 如 从 棕榈 (Elaeis 
guineensis) 的 原生 质 体 到 成 苗 的 获得 大 约 需 要 18 个 月 的 时 间 ， 其 中 形成 愈 伤 组 织 就 长 达 9 
个 多 月 (Masani et al., 2013). 
4 展望 
当 植 物 原生 质 体 的 分 离 、 纯 化 和 转化 效率 达到 一 定 稳定 水 平 后 , 对 植物 原生 质 体 的 应 用 
和 研究 将 会 越 来 越 广泛 。 随 着 实验 周期 的 逐渐 缩短 ， 实 验 数据 的 快速 获得 ,植物 科研 工作 者 
们 越 来 越 倾向 于 使 用 一 些 快速 简便 的 瞬时 转化 方法 对 实验 结果 进行 初探 和 预测 .并 且 分 子 水 
平 高 通 量 实验 技术 的 大 量 使 用 ， 也 促使 植物 原生 质 体 应 用 在 组 学 方面 的 初 第 和 结果 验证 。 
Ortiz-Ramírez et al. (2016) 利 用 小 立 辜 检 不 同 生长 阶段 不同 发 育 时 期 的 组 织 进行 转录 组 学 分 
析 〈 其 中 包含 小 立 碗 蕉 的 原生 质 体 细胞 )， 筛 选 到 PpTCP5 转录 因子 参与 了 苔 区 植物 的 孢子 
体 分 校 过 程 , 与 其 在 高 等 被 子 植 物 中 的 作用 类 似 , 同时 也 为 陆 生 植 物 的 进化 和 发 育 提供 了 新 
的 思路 。 随 着 基因 编辑 技术 的 广泛 研究 , 植物 原生 质 体 也 为 植物 基因 的 定向 编辑 提供 了 优良 
试验 材料 (Malnoy et al., 2016; Nadakuduti et al., 2019; Park et al., 2019)。 对 于 植物 原生 质 体 
培养 和 分 化 中 遇 到 的 困难 , 也 在 不 断 进行 探索 和 优化 ,以 期 建立 稳定 高 效 的 原生 质 体 转化 和 
再 生体 系 。 
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